
关于课题血红蛋白
的提取和分离



提问

研究“TRIM5”蛋白质的第一步是什么？

分离和提纯TRIM5蛋白质。

回答
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        根据蛋白质各种特性的差异，如分子

的形状和大小、所带电荷的性质和多少、

溶解度、吸附的性质、对其他分子的亲和

力等等，可以用来分离不同蛋白质。

如何分离和提纯蛋白质？
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专题五  DNA和蛋白质技术
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教学目标

知识目标

        1.了解色谱法、电泳法等分离生物大分

子的基本原理。
        2.掌握蛋白质提取的基本概念。

能力目标

         1.学习对血液中蛋白质提取和分离的

方法。
         2.掌握从复杂提取中提取生物大分子

的基本过程和方法。
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过程与方法

情感态度与价值观

       本实验采取实验与课本相结合的方

法，在实验中掌握分离大分子物质的基
本方法。

         1.发挥学生主观能动性。
         2.激发学生学习兴趣，培养学会僧

创新能力。
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教学重难点

课题重点

凝胶色谱法的原理和方法。

课题难点

1.样品的预处理。
2.色谱柱填料的处理。
3.色谱柱的装填。
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内容解析

概念：概念：在一定的范围内，能对抗外来少量强酸、

强碱或稍加稀释不引起溶液PH发生明显变化

的作用叫做缓冲作用缓冲作用，具有缓冲作用的溶液叫

做缓冲溶液缓冲溶液。

缓冲溶液

基础知识
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思考：说出说出几种常见的缓冲对

NaH2PO4 /Na2HPO4

H2CO3/NaHCO3

    缓冲溶液由共轭酸碱对组成。这一共轭酸

碱通常称为缓冲对、缓冲剂或缓冲系。常见的

缓冲对主要有三种类型。
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弱酸及其对应的盐：弱酸及其对应的盐：

弱碱及其对应的盐：弱碱及其对应的盐：

多元弱酸的酸式盐及其对应的次级盐多元弱酸的酸式盐及其对应的次级盐::

H2CO3→NaHCO3 ；
CH3COOH→CH3COONa

NH3•H2O→NH4CL ; NH4OH→NH4CL

NaHCO3→Na2CO3 ；
NaH2PO4→Na2HPO4
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       缓冲溶液通常由1~21~2种

缓冲剂缓冲剂溶解于水中配制而成
。  

    调节缓冲剂的使用比例调节缓冲剂的使用比例
就可以制得在不同PH范围内
使用的缓冲液。

缓冲溶液的配制缓冲溶液的配制

       利用缓冲液缓冲液模拟细胞内

的PH环境，保证血红蛋白血红蛋白的
正常结构和功能，便于观察
和科学研究。
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凝胶色谱法

什么是什么是凝胶凝胶？？        凝胶凝胶是一些多糖类构成的

内含许多贯穿的通道的微小多
孔的球体。
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凝胶色谱法的原理

       相对分子量相对分子量

较小的蛋白质容较小的蛋白质容
易进入凝胶内部易进入凝胶内部
的通道，在凝胶的通道，在凝胶
的外部移动，路的外部移动，路
程较长，移动速程较长，移动速
度较慢。度较慢。

       相对分子量较相对分子量较

大的蛋白质无法大的蛋白质无法
进入凝胶内部的进入凝胶内部的
通道，只能在凝通道，只能在凝
胶外部移动，路胶外部移动，路
程较短，移动速程较短，移动速
度较快。度较快。
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电泳

带电粒子在电场作用下发生迁移的过程。

琼脂糖凝胶电泳

概念概念

分类分类

聚丙稀酰胺凝胶电泳
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视频：

电泳的原理
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试验设计

实验材料

动物血液

缓冲溶液凝胶色谱柱

电泳装置 离心机

化学试剂
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1.样品处理

血液的组成血液的组成

实验操作
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1.1 1.1 红细胞的洗涤：红细胞的洗涤：
       

       离心将血液分层          用胶头吸管吸

出黄色血浆           用生理盐水洗涤。

洗涤前洗涤前 洗涤后洗涤后
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1.31.3  分离血红蛋白溶液：分离血红蛋白溶液：

        离心分层；滤纸过滤去除脂溶性沉淀层；

分液漏斗分出红色透明液体。

1.2 1.2 血红蛋白的释放：血红蛋白的释放：

   在蒸馏水和甲苯作用下，红细胞破裂释放。
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1.4 1.4 透析：透析：

     装入透

析袋并置
于磷酸缓
冲液中
（PH为7.

0）透析。
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2.凝胶色谱操作

2.1 2.1 凝胶色谱柱的制作凝胶色谱柱的制作

取胶皮盖 打孔 安装玻璃管

安装尼龙网

安装100目尼龙纱

组装

完成！
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2.2 2.2 凝胶色谱柱的装填凝胶色谱柱的装填

材料：材料：交联葡聚糖凝胶（G-75）

A、固定：将色谱柱装置固定在支架上

B、装填：将凝胶悬浮液一次性的

装填入色谱柱内

装填方法：装填方法：

C、洗涤平衡：装填完毕后，用磷酸缓
冲液缓冲液充分洗涤平衡12小时
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2.3 2.3 样品的加样和洗脱样品的加样和洗脱

AA、调节缓冲液面、调节缓冲液面

B、滴加透析样品滴加透析样品

CC、样品渗入凝胶床、样品渗入凝胶床

DD、洗脱、洗脱
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EE、收集、收集
                待红色的蛋白质接近色谱柱底端时，
用试管收集流出液，每5ml收集一试管，连

续收集。

实验结果实验结果
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